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摘要 :【 目的 】 本 研究 旨 在 克隆 小 菜 蛾 Plutella xylostella 体内 一 种 C 型 凝集 素 基 因 , rim] Eee] E 
体内 的 表达 模式 ,并 探讨 该 蛋白 对 细菌 的 凝集 作用 。【 方 法 】 基 于 对 小 菜 蛾 转录 组 和 基因 组 进行 生 
物 信息 学 分 析 的 基础 上 ,RT-PCR 结合 RACE 技术 克隆 小 菜 蛾 C 型 凝集 素 基 因 全 长 cDNA 序列 。 
构建 原核 表达 质粒 载体 ,在 大 肠 杆 菌 BL21 中 高 效 表 达 小 菜 蛾 C 型 凝集 素 融 合 蛋 白 ,利用 纯化 的 融 
合 蛋 白 免疫 新 西 兰 大 白 免 ,获得 了 高 效 价 的 抗 血清 。 利 用 实时 荧光 定量 PCR(RT-qPCR ) 检测 小 菜 
蛾 C 型 凝集 素 基因 在 小 菜 蛾 不 同 发 育 时 期 ( 卵 期 1 -4 龄 幼虫 、 预 肾 期 \ 肾 期 和 成 虫 期 ) 和 小 菜 蛾 4 
龄 第 1 天 幼虫 不 同 组 织 (血细胞 、 表 皮 、 脂 肪 体 、 中 肠 和 马 氏 管 ) 中 的 表达 模式 。RT-qPCR 和 
Western blot 检测 小 菜 蛾 C. 型 凝集 素 基 因 在 大 肠 杆 菌 和 苏 云 金 苛 孢 杆 菌 刺 激 下 的 表达 差异 。 显 微 
镜 下 观察 重组 蛋白 对 这 两 种 细菌 的 体外 凝集 现象 。 【结果 】 克 隆 了 小 菜 蛾 型 C 型 凝集 素 基因 
PxCTL5 ( GenBank 登录 号 : KY807084) , cDNA 序列 全 长 1 243 bp, 开 放 阅 读 框 (ORF ) 序列 长 672 
bp, 编码 223 个 氨基 酸 残 基 。RT-qPCR 显示 PxCTLS 基因 在 小 PRETAN 均 有 表达 ,在 成 虫 期 处 
于 高 水 平 表达 ;主要 在 表皮 中 表达 ,可 被 苏 云 金 芽孢 杆菌 和 大 肠 杆 菌 强烈 诱导 表达 ,表达 高 峰 期 分 

别 为 诱导 后 18 h 和 24 h。Western blot 检测 表明 ,经 苏 云 金 芽孢 杆菌 和 大 肠 杆菌 诱导 后 ,小 菜 蛾 血 
淋巴 中 PxCTLS 蛋白 表达 量 明 显 提 高 。 体 外 凝集 实验 表明 ,在 钙 离 子 存在 下 ,PxCTIL5 蛋白 对 两 种 
细菌 都 有 一 定 的 凝集 作用 ,对 苏 云 金 苔 孢 杆菌 的 凝集 作用 较 强 。【 结 论 】 RR PxCTL5 可 经 细菌 
诱导 表达 ,PxCTL5 对 苏 云 金 芽孢 杆菌 有 较 强 凝集 作用 。 
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Molecular cloning of the C-type lectin gene PxCTL5 and its mRNA level 
changes under bacterial stimulation in Plutella xylostella ( Lepidoptera: 
Plutellidae ) 
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Guangzhou 510642, China) 

Abstract: [ Aim] This study aims to clone a C-type lectin gene from Plutella xylostella , to investigate its 
expression patterns and to elucidate its agglutination on bacteria. [ Methods] Based on the bioinformatical 
analysis of genome and transcriptome database of P. xylostella, the full-length cDNA of a C-type lectin 
gene was cloned from P. xylostella by RT-PCR and rapid amplification of cDNA ends ( RACE) 
techniques. Prokaryotic expression plasmid was constructed and the fusion protein was expressed in £E. 
coli BL21. The polyclonal antibody with high serum titer was prepared using the purified fusion protein to 
immunize New Zealand white rabbit. Real-time quantitative PCR ( RT-qPCR) was employed to analyze 
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the expression profiles of this gene in different tissues ( hemocyte, cuticle, fat body, midgut and 


Malpighiam tubules) of the day-1 4th instar larvae and different developmental stages (egg, lst—4th 


instar larva, prepupa, pupa, and adult) of P. xylostella. RT-qPCR and Western blot were used to detect 


the expression difference of this gene after challenge with E. coli and B. thuringiensis at the mRNA and 


protein levels, respectively. The agglutination of the recombinant protein to the two bacteria was 


investigated by microscopic observation. [ Results] A C-type lectin gene was cloned from P. xylostella 
and named PxCTLS ( GenBank accession no. : KY807084). Its full-length cDNA is 1 243 bp, with the 
open reading frame ( ORF) of 672 bp, encoding 223 amino acid residues. RT-qPCR analysis revealed 


that PxCTLS was expressed in all developmental stages, with the highest expression level in adults of P. 


xylostella , and mainly in the cuticle, in which the transcript level was up-regulated upon B. thuringiensis 


or E. coli challenge, with the highest expression level at 18 h and 24 h post infection, respectively. 


Western blot results also confirmed that the expression level of PxCTL5 in the hemolymph was 


significantly increased after challenge with B. thuringiensis and E. coli, respectively. Agglutination assay 


in vitro showed that in the presence of calcium ions, PxCTL5 protein had certain agglutination activity on 


E. coli and B. thuringiensis with a stronger agglutination effect on B. thuringiensis. [Conclusion] The 
mRNA level of PxCTLS is significantly induced by bacteria, and PxCTLS protein has high agglutination 


activity on B. thuringiensis. 


Key words: Plutella xylostella; C-type lectin; gene cloning; microbial challenge; immune response 


FHE SIT R re AAI IRIE E E R TE LAR 
多 变 的 生活 环境 ,而 昆虫 主要 依靠 体液 免疫 和 细胞 
免疫 构成 的 先天 性 免疫 抵抗 生存 环境 中 病原 微生物 
的 入 侵 (Vilmos and Kurucz, 1998) 。 体 液 免 疫 主 要 
包括 经 信号 转 导 途径 产生 合成 抗菌 效应 因子 和 酚 氧 
化 酶 原 系统 的 激活 (Hultmark, 2003; Fauvarque and 
Williams, 2011) 。 细 胞 免疫 主要 依靠 血细胞 的 循环 
来 调节 ,包括 吞噬 ` 包 宫 . 黑 化 反应 和 结 节 的 形成 
( Eleftherianos et al., 2007; 
Lampropoulou, 2009) 。 昆 虫 先天 免疫 反应 中 重要 的 
是 对 入 侵 病 原 物 的 识别 ,其 过 程 具有 高 度 特异 性 ,能 
区 分 不 同 种 类 的 病原 物 ,其 至 是 同一 类 病原 物 的 不 
同 品系 (Iwanaga and Lee, 2005) 。 一 些 重要 的 模式 
识别 受 体 (pattern recognition receptors, PRRs ) 控制 
着 免疫 反应 中 的 识别 过 程 ,能 特异 性 地 识别 并 结合 
入 侵 病 原 微 生物 保守 的 病原 相关 分 子 模式 
( pathogen-associated molecular patterns ，PAMPs ) , 例 
如 肽 聚 糖 (peptidoglycan，PCN )、 脂 多 糖 
(lipopolysaccharides, LPS ) 、 脂 磷 壁 酸 (1lipoteichoic 
acid, LTA) ,g-1,3 葡 聚 灶 和 甘露 糖 ,从 而 调控 昆虫 
的 体液 免疫 和 细胞 免疫 (Janeway,1989; Medzhitov 
and Janeway , 2002) 。 

C 型 凝集 素 (C-type lectin, CTL) 是 一 类 重要 的 
模式 识别 受 体 ,最 初 发 现 主要 依赖 于 Ca^ 的 存在 激 
活 与 甘露 糖 和 半 乳 糖 类 化 合 物 的 结合 (Drickamer， 
1992) , C 型 凝集 素 是 一 个 非常 复杂 并 且 庞 大 的 糖 
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结合 蛋白 超 家 族 ,含有 至 少 一 个 调控 配 体 结合 的 糖 
类 识别 域 (CRD) ,被 分 为 17 个 不 同 的 亚 类 ,不 仅 与 
糖 类 结合 ,还 可 以 与 蛋白 、 脂 类 和 无 机 分 子 结合 
( Mitchell and Gibson, 2015; Mayer et al., 2017) , C 
型 凝集 素 可 以 作为 上 游 模式 识别 受 体 识 别 多 种 微 生 
物 ,也 可 以 作为 下 游 效 应 因子 具有 杀菌 活性 ,还 能 感 
知 死亡 癌变 的 细胞 (Dambuza and Brown , 2015; Pees 
et al., 2016) 。 无 脊椎 动物 的 C. 型 凝集 素 已 经 被 证 
明 调 控 免 疫 反 应 和 生长 发 育 (Yu and Kanost, 2004; 
Wang et al., 2012; Huang et al., 2015 ) 。 

昆虫 的 C 型 凝集 素 也 参与 多 种 免疫 反应 ,家 看 
血 淋 巴 中 的 BmMBP ( Bombyx mori multibinding 
protein ) f£ Ej $E = ECEH PETRI 半 兰 氏 阴 性 菌 和 酵母 结 
合 , 从 而 引起 血细胞 的 凝集 和 结 节 的 形成 
(Watanabe et al., 2006) ; BmCTL-S3 可 以 作为 调理 
素 有 效 地 清除 细菌 (Zhan et al., 2016), AE ECC HR 
Manduca sexta 中 的 C 型 凝集 素 immulectins 参与 细 
胞 免疫 和 体液 免疫 ,调节 黑 化 ` 包 赛 和 凝集 反应 (Yu 
et al., 2006; Ling et al., 2008) ,其 中 immulectin-1 
和 -2 参与 了 酚 氧 化 酶 原 的 激活 反应 (Kanost et al., 
2004) ,immulectin-3 和 -4 增强 黑 化 反应 和 包 圳 (Yu 
et al., 2005, 2006); [à R ta Drosophila 
melanogaster 中 的 CARRERS T in n B5 d s 
作用 ,对 大 肠 杆 菌 Escherichia coli 有 凝集 作用 (Tanji 
et al., 2006) ; 棉铃 虫 Helicoverpa armigera 中 C 型 凝 
集 素 HaCTL3, HaCTIA, HaCTL5 , HaCTL6, HaCTL7 
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和 HaCTL8 是 棉铃 虫 免疫 防御 真菌 的 模式 识别 受 体 
(PRR) ,并 受 20-35 dk iii. Hz Bi] ( 20-hydroxyecdysone, 
20E) 介 导 其 对 免疫 的 调控 作用 (Wang et al., 
2012) ; 家 量 Musca domestica 中 的 C 型 凝集 素 基 因 
敲 低 表达 后 ,幼虫 存活 率 下 降 ( 邢 建 晓 等 , 2016) ; 3€ 
FF IE Pieris rapae 中 的 C AAEE R 55 2p HE E E E 
小 蜂 Pteromalus puparum 的 卵 结 合作 为 共同 免疫 信 
号 效应 因子 抑制 了 沫 青虫 免疫 反应 (Fang et al., 
2011), 

ANE Plutella xylostella 是 世界 性 重大 害虫 , 主 
要 危害 十 字 花 科 芯 菜 ,每 年 造成 严重 的 经 济 损失 。 
随 着 化 学 农药 的 广泛 使 用 , 小菜 蛾 对 多 种 农药 产生 
了 较 强 的 抗 性 ,对 生物 农药 Bt 都 产生 了 抗 性 ( Chen 
et al., 2008) ,因此 探讨 使 小 菜 蛾 不 易 产生 抗 性 的 生 
物 农药 迫在眉睫 , 随 着 小 荣 蛾 基因 组 的 破译 ,为 开发 
新 的 小 菜 蛾 防 控 技 术 提供 了 分 子平 台 。 通 过 生物 信 
息 学 整合 分 析 小 菜 蛾 基因 组 和 转录 组 数据 库 , 发 现 
7 个 C 型 凝集 素 基 因 (You et al., 2013) ,但 其 生理 
生化 功能 不 清楚 。 本 研究 利用 RT-PCR 和 RACE f 
术 获 得 了 小 沫 蛾 凝集 素 基 因 全 长 cDNA 序列 ,检测 
253 zx 4 ABT Bacillus thuringiensis 和 大 肠 杆 菌 
Escherichia coli 侵 染 后 ,其 在 小 菜 蛾 体内 的 表达 模式 
及 对 细菌 的 凝集 反应 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 

小 菜 蛾 已 xylostella 由 华南 农业 大 学 农学 院 免 
疫 与 发 育 实验 室 保存 , 温度 25 + 1%C ,相对 湿度 
60% ~70% , 光 周 期 14L: 10D。 
1.2 质粒 与 菌株 

克隆 载体 pMD18-T 购 自 TaKaRa 宝生 物 工程 有 
限 公 司 ,大 肠 杆菌 DH5a 和 BL21 以 及 原核 表达 载 
体 pGEXA4T-1 由 本 实验 室 保存 , 苏 云 金 芽孢 杆菌 
(HD73) 由 中 国 农业 科学 院 植物 保护 研究 所 张杰 研 
究 员 馈 赠 。 
1.3 主要 试剂 药品 

限制 性 内 切 酶 EcoR I , Pst T 和 Xhol WJ Ej New 
England Biolab ( NEB ) 公司 ;二 抗 羊 抗 兔 -IgG-AP 购 
自 武汉 博士 德 生物 工程 有 限 生 物 公 司 ; PERIE 
HRP-DAB 底 物 显 色 购 自 天 根 生 化 科技 公司 ;PVDF 
膜 购 自 Bio-Rad 公司 。TRIzol 试剂 盒 购 自 Invitrogen 
公司 ;HIFiTaq PCR Star Mix, Color Prestained protein 
Marker 购 自 GenStar 公司 ;RACE 试剂 盒 SMARTer® 
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RACE 5'/3'Kit 购 自 Clontech 7 8] ; DL2000 Marker , 
定量 反 转 录 试 剂 盒 PrimeSceript RTMaster Mix 定量 
试剂 SYBR? Premix Ex Tag™ II 和 ANTP Mixture 购 
自 TaKaRa 公司 ;质粒 抽 提 试剂 盒 . 凝 胶 回 收 试剂 盒 
购 自 Omega 公司 ,GST 融合 蛋白 纯化 树脂 购 自 GE 
Healthcare 公司 ; DEPC, IPTG 和 EB Free 均 购 自 
Sigma 公司 ;其 他 试剂 均 为 国产 分 析 纯 。 
1.4 小 菜 蛾 总 RNA 的 提取 和 第 一 链 cDNA 的 合成 

取 苏 云 金 芽孢 杆菌 诱导 24 h 后 的 小 菜 蛾 4 HS 
幼虫 50 ~ 100 mg, 用 液 氮 研磨 后 ,使 用 TRIzol 试剂 
(Invitrogen, 美国 ) 提取 总 RNA ,具体 操作 参照 试剂 
盒 说 明 书 进行 。RNA 的 抽 提 和 cDNA 第 1 链 的 合 
成 参照 反 转 录 试 剂 盒 说 明 书 合成 (TaKaRa, 日 本 ) , 
5'RACE-cDNA jl 3'RACE-cDNA 的 合成 参照 RACE 
试剂 盒 说 明 书 合成 ( Clontech ,日 本 ) 。 
1.5 小 菜 蛾 C 型 凝集 素 基 因 的 克隆 

根据 小 羔 蛾 转录 组 获得 的 Unigene 片段 设计 一 
对 特异 性 引物 PxCTL5-F 和 PxCTLS-R( 表 1) ,以 1.4 
节 合 成 的 cDNA 进行 RT-PCR 验证 。PCR 反应 体系 
(25 uL): HIFiTaq PCR StarMix 5 uL, cDNA 1 uL, 
上 /下 游 引物 各 1 uL, ddH;O 17 kL。 反 应 条 件 : 
94C 预 变 性 2 min; 然 后 94% 变性 30 s, 59% 退 火 30 
s, 72C 延伸 45 s, JE ET; 35 个 循环 ;72%C 延伸 8 
min。 回 收 目的 片段 ,克隆 至 pMDIS-T 载体 
(TaKaRa, HÆ) ,PCR 和 双 酶 切 鉴定 后 送 广州 艾 基 
测序 公司 测序 。 将 测序 结果 与 转录 组 Unigene 序列 
JH DNAMAN 软件 进行 比 对 ,鉴定 正确 的 目的 基因 中 
间 片 段 序 列 。 

根据 所 获得 的 目的 基因 中 间 片 段 序列 设计 5" 
RACE 引物 (PxCTL5-5'RI1 fi PxCTLS-5' R2) DK 3' 
RACE 5| ( PXCTLS-3'F1 和 PXCTLS5-3'Y2) ( € 1), 
进行 5'RACE WI 3' RACE, 一 次 PCR 反应 体系 : 
15. 5 uL PCR-Grade H,0, 25 uL 2 x SeqAmp Buffer, 
1 uL SeqAmp DNA Polymerase, 1 pL PxCTL5-5'R1/ 
PxCTL5-3'F1 引物 , 5 uL(10 x UPM) $2.5 uL 5'7 
3'RACE cDNAs 模板 。 反 应 条 件 :94% 2 min; 94% 
30 s, 71% (3'RACE)/68. 6*C (5'RACE)30 s, 72°C 
1 min; 5 个 循环 ; 94% 30 s, 66C (3' RACE)/ 
63. 6C (S'RACE)30 s, 72C 1 min; 25 个 循环 。 二 
次 PCR 反应 体系 :体系 中 换 成 2 pL PxCTLS-5' R27 
PxCTL5-3' F2 5|], 2 uL NUP, 4. 5 pL 一 次 PCR 
产物 为 模板 , 而 Tm 值 则 改 成 59%C (3' RACE)/ 
64. 6C (S'RACE) 。PCR 产物 的 回收 克隆.PCR 、 双 
酶 切 和 测序 鉴定 参照 前 面 方法 进行 。 
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表 1 小 菜 蛾 C 型 凝集 素 基 因 克 隆 和 表达 的 引物 信息 


Table 1 Primers for cloning and expression analysis of C-type lectin gene in Plutella xylostella 














引物 Primers 引物 序列 Primer sequences (5' - 3/) 引物 用 途 Primer usage 
PxCTLS-F ATGCAGGGCTGGCTGCTGATAGC BOR 
PxCTL5-R CAGACGGAGGCCCGGGTTGGTGC 
PxCTL5-5'R1 GGGCTCCAGGTCCTTGCGAGACTCGCAG 
PxCTL5-5'R2 GCGACCGCTCGTCCAGATGTAAGGGACGTCG 
PxCTLS-3'Fl CCGCCAACCGGGAGAAGATGCCGCCCACC 
PxCTL5-3'F2 CCTGCCTGAGCGTGCTCAACAACGTG ls 
UPM CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 
NUP CTAATACGACTCACTATAGGGC 
PxCTL5-qF GAGACGCAGGAGGAGAACA 
PxCTLS-qR GACCAGAACCATCCGAGGA 实时 荣光 定量 PCR 
B-actin-qF TGGCACCACACCTTCTAC RT-qPCR 
B-actin-qR CATGATCTGGGTCATCTTCT 
EcoRI-F CCGGAATTCCAAAAACCGGGCAGGTTCCTG 原核 表达 
Xhol-R CCGCTCGAGTTACTCGTCCGAGTCTTCACAAAC Prokaryotic expression 


1.6 小 菜 蛾 C 型 凝集 素 基 因 的 生物 信息 学 分 析 

JH DNAMAN 软件 进行 基因 cDNA 全 长 和 蛋白 
预测 的 序列 分 析 ; 利 用 NCBI 的 ORFFinder( http:// 
www. ncbi. nlm. nih. gov/projects/gorf/) 对 基因 ORF 
进行 确定 和 氨基 酸 翻译 , 编码 蛋白 序列 中 的 保守 结 
构 域 使 用 在 线 软件 SMART server ( http ;//smart. 
embl-heidelberg. de/) 分 析 ; 用 ProtParam ( http:// 
web. expasy. org/protparam/ ) 对 编码 蛋白 质 的 分 子 量 
和 等 电 点 进行 分 析 ; 用 软件 SignalP4. 1Server 预测 信 
号 肽 (http :Z/ www. cbs. dtu. dk/services/SignalP/ ) 分 
析 ; 采 用 软件 TMHMMServerv. 2. 0 ( http ://www. cbs. 
dtu. dk/services/? TMHMM/) 分 析 和 蛋白 质 跨 膜 结构 ; 运 
用 在 线 软 件 NetOGlyc4. OServer ( http://www. cbs. 
dtu. dk/services/NetOGlyc/) 和 NetNGlycl. OServer 
(http://www. cbs. dtu. dk/services/NetNGlyc/ ) 进行 
糖 基 化 位 点 预测 ;利用 在 线 生 物 学 网 站 BLASTP tool 
( https ;// blast. ncbi. nlm. nih. gov/Blast. cgi ) 进行 同 
源 序列 搜索 ;用 MEGA 6.0 软件 中 的 MUSCLE 模块 
进行 序列 比 对 并 用 邻接 法 (neighbor-joining，NJ ) 构 
建 系统 进化 树 ,重复 运行 1 000 次 判断 是 否 属于 直 
系 同 源 序列 ,并 在 进化 树 节 点 处 显示 自 举 检验 值 
(Tamura et al., 2013 ) 。 
1.7 小 菜 蛾 C 型 凝集 素 基 因 的 时 空 表达 分 析 

收集 健康 小 菜 蛾 整个 历 期 ( 卵 期 .1 -4 龄 幼虫 、 
预 肾 期 \ 肾 期 和 成 虫 期 ) ,并 在 冰 上 解剖 小 菜 蛾 4 龄 
第 1 天 幼虫 ,收集 5 个 不 同 组 织 (血细胞 .表皮 、 脂 肪 
k PAMER). RNA 的 提取 和 cDNA 第 1 链 
的 合成 参照 1. 4 贡 方 法 进行 。 以 小 荣 蛾 B-aciin 基 















































( GenBank 登录 号 : AB282645 ) 作为 内 参 对 照 , 引 
W B-actin-qF/R ,用 RT-qPCR 检测 目的 基因 在 小 
菜 蛾 不 同 发 育 时 期 和 不 同 组 织 中 的 mRNA 表达 水 
平 。 定 量 引物 序列 见 表 1。RT-qPCR 反应 体系 (25 
pL): SYBR Premix Ex Taq II 12. 5 &L,10 x 稀释 
cDNA (标准 曲线 测 得 浓度 )2 uL, PxCTES-qF/ 
PxCTLS-qR 各 1 uL, 8. 5 uL ddHO。 反 应 条 件 : 
95*C 预 变性 30 s; 95%C 5 s, 61.6% 30 s; 39 个 循环 
后 65% 至 95% 5 s。 采 用 Bio-Rad CFX Manager 软 
件 进行 实验 数据 记录 与 分 析 , 生 成 熔 解 曲线 ,确定 扩 
增产 物 的 特异 性 。 目 的 基因 在 小 菜 蛾 不 同 发 育 时 期 
和 不 同 组 织 中 的 相对 表达 量 用 2 "计算 (Xu et 
al., 2015) ,分 别 将 不 同 发 育 时 期 及 组 织 中 的 最 低 表 
达 数 值 为 1 ,作为 对 照样 本 ,其 他 发 育 时 期 或 组 织 检 
品 的 表达 量 以 相对 于 最 低 表达 水 平 的 倍数 进行 分 
析 。 每 个 样本 重复 3 次 实验 ,每 个 实验 进行 3 KE 
物 学 重复 。 
1.8 细菌 刺激 后 不 同 组 织 中 小 菜 蛾 C 型 凝集 素 基 
因 的 表达 模式 

分 别 将 苏 云 金 芽 孢 杆菌 和 大 肠 杆菌 接种 至 新 鲜 
的 LB 培养 基 ,37% 240 x g 播 荡 培养 至 对 数 生 长 
期 ,收集 5 mL 菌 液 ,10 000 x g 离心 ,去 掉 上 清 收集 
菌 体 ,PBS 洗 两 次 ,PBS 稀释 至 2.0 x10! CFU/mL 备 
用 。 选 取 同 一 批 次 龄 期 一 致 .发育 良好 的 小 菜 蛾 4 
龄 第 1 天 幼虫 600 头 作为 实验 材料 ,分 别 注射 1 uL 
苏 云 金 芽 孢 杆 菌 (2.0 x10” CFU/mL) 1 pL 大 肠 杆 
菌 (2.0 x10” CFU/mL) 和 PBS( 作 为 阴性 对 照 ) 。 并 
于 注射 后 0, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 和 48 h 分 别 
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收集 虫 体 , 每 次 收集 20 头 幼 虫 。 置 于 冰 上 解剖 , 取 
其 脂肪 体 、 血 细胞 、 中 上 肠 、 马 氏 管 和 表皮 。 总 RNA 的 
提取 和 cDNA 的 合成 参照 1.4 节 , RT-qPCR 的 操作 
参照 1.7 T, H2 ”计算 相对 表达 量 , 而 不 同 细 
菌 刺激 后 的 表达 模式 分 析 均 以 0b 作为 基线 1, 其 他 
时 间 点 样品 的 表达 量 分 别 以 相对 于 0 h 表达 水 平 的 
倍数 进行 分 析 。 每 个 样品 设置 3 次 重复 实验 ,每 个 
实验 进行 3 次 生物 学 重复 。 
1.9 小 菜 蛾 C 型 凝集 素 的 原核 表达 

根据 小 菜 蛾 C 型 凝集 素 氨 基 酸 序列 选取 第 
20 - 209 位 氨基 酸 序 列 设计 一 对 特异 性 引物 EcoRI- 
F/ Xhol-R( 表 1)。 为 了 便于 将 PCR 产物 克隆 到 表 
达 载 体 pGEX-4T-1 上 ,在 上 游 引 物 引 入 EcoR 工 酶 切 
位 点 ,下 游 引 物 引 入 Xho I 酶 切 位 点 。PCR 产物 用 
EcoR I fil Xho 工 双 酶 切 , 与 同样 经 EcoR I /Xho | XX 
酶 切 的 表达 载体 pGEX-AT-1. 连接 ,构建 原核 表达 质 
Ti PCEX-4T-1-PxCTLS ,将 酶 切 和 测序 鉴定 正确 的 克 
隆子 转化 大 肠 杆 菌 BL21(DE3 ) 中 。 将 酶 切 和 测序 
正确 的 单 克 隆子 于 10 mL LB 培养 基 中 ( 含 100 pg/ 
mL Amp + ) 过夜 培养 ,次 日 以 1: 100 稀释 继续 370C 
培养 ， 当 Auo 70.6 时 ,加 入 终 浓度 为 0.5 mmol/L 的 
IPTG ( isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside ) 诱导 目 
的 蛋白 的 表达 。37% 培养 4h 后 ,12 000 x g, 4?C 离 
心 收 集 培养 物 , 弃 上 清 。 沉 演 物 用 细菌 裂解 液 
(1. 596 十 二 烷 基 氮 酸 钠 ,1 mmol/L PMSF ,1% Triton 
X-100,1 mg/mL 溶菌 酶 ) , 冰 上 裂解 30 min 后 ,间歇 
超声 至 菌 液 清亮 ;12 000 x g, AC 离心 收集 上 清 , 按 
HE GE 公司 GST Fusion Protein Spin Purification Kit 
说 明 书 纯化 目的 蛋白 ,利用 SDS-PAGE 电泳 检测 纯 
化 蛋白 。 经 透析 冷冻 干燥 并 最 终 溶解 于 PBS(CpH 
7.4) 使 其 终 浓度 为 1 mg/mL, 置 于 -70% 冰箱 保存 。 
1.10 多 克隆 抗体 的 制备 及 其 纯化 

参照 Xu 等 (2015 ) 的 方法 进行 。 免 疫 接种 前 先 
取 耳 静脉 血样 作为 阴性 对 照 。 取 600 ug 纯化 融合 
蛋白 小 菜 蛾 C 型 凝集 素 作 为 抗原 ,与 等 体积 的 弗 氏 
完全 佐 剂 混合 均匀 ,完全 乳化 后 免疫 新 西 兰 大 白人 免 ， 
每 隔 两 周 注射 1 次 ,注射 两 次 ,2 个 星期 后 注射 加 强 
针 。 用 于 研究 的 一 抗 小 菜 蛾 C 型 凝集 素 血 清 在 最 
后 一 次 加 强 针 的 两 周 内 收集 。 利 用 正 辛 酸 -硫酸 锐 
分 部 沉淀 法 纯化 抗体 。 纯 化 后 的 抗体 溶解 于 1 x 
PBS (pH 7.4) 中 ,透析 至 无 NH ,冷冻 干燥 , -70%C 
保存 。 
1.11 Western blot 分 析 

参照 Green 和 Sambrook( Sambrook et al., 2012) 



















































































方法 稍 作 修 改进 行 Western blot 分 析 。 具 体操 作 如 
下 :(1) 用 封闭 液 (TBST+5% 的 BSA) 封 闭 2 h;(2) 
JH TBST 稀释 的 一 抗 小 全 蛾 C 型 凝集 素 (1:1 000, 
v/v) 与 蛋白 室温 反应 2 h; (3) 用 TBST 洗 膜 3 次 ; 
(4) 加 入 TBST 稀释 的 羊 抗 免 -lgG-AP(1:2 000, v/ 
v) ,室温 反应 2 h; (5) 用 TBST 洗 膜 3 次 ;(6) 将 
PVDF 膜 置 于 含有 NBT (nitro blue tetrazolium ) 与 
BCIP ( 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate ) 的 显 色 
液 中 显 色 至 条 带 清晰 ,将 膜 放 入 蒸馏 水 中 深 洗 终止 
显 色 反应 ;(7) 取 出 蚊 干 ,拍照 。 
1.12 小 菜 蛾 C 型 凝集 素 在 小 菜 蛾 血 淋 巴 中 的 
Western blot 检测 

TAPETE 25 R ER D zs m F AT A E 25 E 
阴性 菌 大 肠 杆 菌 接种 至 新 鲜 的 LB 培养 基 ,37°C， 
240 x g 播 荡 培养 至 对 数 生长 期 ,10 000 x g 离心 10 
min ,去 掉 上 清 收集 菌 体 ,PBS 洗 两 次 ,热火 活 后 用 
PBS 稀释 至 2.0 x10” CFU/mL 备用 。 选 取 同 一 批 次 
内 龄 期 一 致 、 发 育 良好 的 小 菜 蛾 4 龄 第 1 天 幼虫 作 
为 实验 材料 ,分别 注射 1 aL 革 兰 氏 阳 性 菌 (2.0 x 
107 CFU/mL) fl 1 uL 革 兰 氏 阴性 (2.0 x107 CFU/ 
mL) ,每 组 处 理 100 头 虫 ,以 注射 PBS 为 对 照 。 在 诱 
导 后 0, 6, 12, 24, 36 和 48 h 后 分 别 收 集 虫 体 血 淋 
巴 , 测 定 总 蛋白 浓度 ,标定 浓度 后 进行 SDS-PAGE 和 
Western blot 检测 分 析 。 
1.13 重组 蛋白 凝 菌 活性 的 检测 

ER SC US ZR Yu 等 (1999 ) 的 方法 并 略 作 改 
进 。 分 别 收集 培养 至 对 数 生长 期 的 革 兰 氏 阳 性 菌 苏 
云 金 芽孢 杆菌 和 革 兰 氏 阴 性 菌 大 肠 杆 菌 的 菌 体 , 用 
TBS 缓冲 液 (25 mmol/L Tris-HCl, 137 mmol/L 
NaCl,3 mmol/L KCl, pH 7.0) 清 洗 两 次 后 ,分 别 重 
ACT TBS 缓冲 液 和 TBS-Ca" (1 mmol/L CaCl, ) 中 ， 
终 浓 度 为 1 x10” CFUZmL。 将 纯化 后 的 重组 蛋白 用 
TBS 缓冲 液 稀释 至 浓度 为 400 pg/mL, K 10 pL 小 
M C 型 凝集 素 分 别 加 入 到 10 pL TBS 稀释 的 菌 液 
和 TBS-Ca * 稀 释 的 菌 液 中 ,室温 放置 2h 后 ,在 40 
倍 显微镜 下 观察 结果 拍照 记录 结果 。 牛 血清 蛋白 
BSA (CB stk C 型 凝集 素 作 为 阴性 对 照 。 
1.14 数据 统计 分 析 

处 理 与 绘图 采用 SPSS 20. 0 和 Sigmaplot12. 3, 
计算 平均 值 和 标准 误 。 采 用 SPSS 20. 0 统计 软件 中 
的 单 因 素 方差 分 析 (ANOVA) 的 最 小 显著 性 差异 
(LSD) 法 进行 多 重 比 较 检 验 ,显著 性 检验 水 平 P < 
0.05, 
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静 等 : 小 菜 蛾 C 型 凝集 素 基 因 PxCTLS. 的 克隆 及 其 在 细菌 刺激 下 的 转录 水 平 变化 881 








2 结果 


2.1 小 菜 蛾 C 型 凝集 素 基因 的 克隆 和 序列 分 析 
基于 小 菜 蛾 转录 组 数据 ,通过 RT-PCR 扩 增 测 
序 得 到 中 间 cDNA 片段 669 bp ,分 别 通过 5 和 3' 
RACE 扩 增 得 到 5' 端 391 bp 和 3' 端 647 bp 的 片段 。 
用 DNAStar 将 这 3 个 cDNA 片段 进行 拼接 ,去 除 序 
列 中 的 重复 区 域 ,结果 得 到 1 243 bp 的 小 菜 蛾 C 型 
凝集 素 基 因 PxCTLS ( GenBank 登录 号 : KY807084) 
的 cDNA 全 长 序列 ,含有 70 bp 5' 端 非 编码 区 (UTR) 
和 501 bp 3' 端 非 编码 区 。 该 基因 具有 完整 的 开放 
阅读 框 ( ORF) 672 bp, 编码 223 个 氨基 酸 ,通过 
SignallP 在 线 查找 ,含有 19 个 氨基 酸 的 信号 肽 (图 1 
下 划 线 部 分 ) 和 204 个 氨基 酸 的 成 熟 肽 , 预测 蛋白 
分 子 质量 23. 66 kD, 等 电 点 为 6.24;TMHMM 有 蛋白 
质 跨 膜 结构 分 析 表 明 ,PxCTI5 蛋白 序列 中 不 含有 跨 








膜 结构 ;利用 SMART 软件 对 PXCTLS 氨基 酸 序列 进 
行 分 析 , 在 第 34 - 205 位 氨基 酸 之 间 含 有 一 个 C- 
type lectins 家 族 特 有 的 172 个 氨基 酸 残 基 的 CRD 
结构 域 , 且 具 有 这 个 糖 类 识别 结构 域 8 个 保守 的 半 
胱 氨 酸 残 基 ( 图 1 灰色 阴影 部 分 )。PxCTL5 和 蛋白 
CRD 中 含有 一 个 QPD ( Gln-Pro-Asp) ,对 应 的 氨基 
酸 中 文 名 分 别 为 ( 谷 氨 酰胺 - 甩 氨 酸 -天 冬 氨 酸 ) 位 
点 ,该 位 点 能 特异 性 地 结合 半 乳 糖 ( Drickamer， 
1992) 。 在 成 熟 肽 段 CRD 之 前 的 N 端 ( 第 1-14 位 
氨基 酸 ) Ed 1 26 SA (14. 396 ) HARR (14. 3% ) 和 
Hie ES (21.496 ) ,等 电 点 为 11.17; 而 C 端的 18 aa 
富 含 天 冬 氨 酸 (11. 1% ) EAR (22. 296 ) 和 丝氨酸 
(11. 196 ) ,等 电 点 为 4.03。 

NetOGlye 分 析 发 现 , PxCTL5 具有 1 个 0- 糖 基 
化 位 点 827; NetNGlyc 预测 显示 , PXCTLS 蛋白质 序 
列 中 具有 1 个 Asn-Xaa-Ser/Thr 序列 ,没有 N- 糖 基 化 
位 点 。 























1 ACATGGGGATTACAACAGTGACTCTGTGATTTTTCCCGCGGCTTATTTTTTTTTACAACAAATAAAAAAG 
71 ATGCAGGGCTGGCTGCTGATAGCCGGCGCGGCGCTGCTGACGGCGCTCGCCGCTGCGCAAAAACCGGGCAGGTTC 
M o G wW E G DAC AAC ORACIRSASA CAN ON KIOPI GIORAE 25 
146 C'TTGTCGCTGCCCGTGCCCTCCAAGTGTGCTAACAGACCAAAGGAGTTCTTCTACCGAGGGCACAACTACTTCTAC 
L si pve s KE 50 
221 RAGCGGTCRACGTCCCTGCGCTGGCCRARACAGGAAGGTGGACTGGCTGGACGGGAGGRAACRATCTGCCGCGRAGTRACTGC 
ENNIUS 75 
296 ATGGACCTGGTCTCCATGGAGACGCAGGAGGAGAACAACCTCATCTTCAAGCTGATCCAGCAGAACGACGTCCCT 
ENEGNENNNEEEEEEEEEEESSEXNE EE 100 
371 TACATCTGGACGAGCGGTCGCCTGTGTGACTTCAAGGGCTGCGAGTCTCGCAAGGACCTGGAGCCCAAGAACATC 
HESUENOEONGENBCNENER GENE NENNEN 125 
446 C'TCGGATGGT'TCTGGTCCGCCAACCGGGAGAAGATGCCGCCCACCAACCAGATCCCCAACGGCTGGGGCTACAAC 
ee 150 
521 CCGTGGTCGCAGACCGGGCACAAGAAGCAGCGGCAGCCGGACAACGCCGAGTTCGACATCAACCAGACGGCGGAG 
局 175 
596 TCCTGCCTGAGCGTGCTCAACAACGTGTACAACGACGGCATCGCGTGGCACGACGTCGCCTGCTACCATGAGAAG 
EBENE NENBNENEBEEENEESENEN EE EN 200 
671 CCCGTCGTTTGTGAAGACTCGGACGAGCTGCTCCAGTACGTCGCCAGCACCAACCCGGGCCTCCGTCTGTGA 
BE 05 DE L10*vasTrTNPGLRL-* 223 
743 TCCTTTCAAACTTAGAACCAGTGACAANTGACAGCTAAGGCCGTATTCAGGACGAAGTATTCTTAAAACGATTGG 
818 GAANTGTCGCTTTGGAAACGCTTCGTTAACCTGAATAGGGCCCGAGTTTCGT'TGTTTCAGTCGCTGAAATAAGGT 
893 CGCGTAGTTGCGTAATGCCAGTAAGCACTTCTGTAGCCATTCCTTTTT'TATGTTAAATATTAGAAACCTAACAGC 
968 ACAGCTACCCCATTCAGCCCGGTATTTATT'T'T'TGCACCAGCCCCGGATCTGTTTCGTCTTTTTAGCTGAAACAGC 
1043 — CGCCATGTTGTTTCCTGGATCTCCTGCGCCTGCGCCCCGCCCCCTCCCGTGCTCGAGTACTACACTGTACAGCAT 
1118 — AATAAATTAAGACTAAAATAAGTTAAATAGATTTACGTCTAAGGGATAAAATTTTTTATTTGTATATAAAATAAA 





1193 AAATTAAGAAAATTACTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAAAAAAGT 
图 1 小 菜 蛾 PxCTLS 基因 的 核 苷 酸 及 推导 的 氨基 酸 序列 


Fig.1 Nucleotide and deduced amino acid sequences of PxCTLS from Plutella xylostella 
PxCTL5 的 ORF 序列 672. bp 编码 223 个 氨基 酸 ;信号 肽 序列 用 下 划 线 来 表示 ;预测 的 CRD 结构 域 (172 aa) 用 灰色 阴影 标记 ;保守 的 QPD 位 点 
用 黑色 方 框 标记 ;保守 的 半 胱 氨 酸 C 黑色 加 粗 表示 ;0- 糖 基 化 位 点 827 用 加 粗 加 斜体 标记 。The ORF of PxCTLS is 672 bp encoding 223 amino 
acids, and the predicted signal peptide is underlined. The putative CRD (172 aa) is shaded in grey, the conserved QPD motif marked in black frame, 






































the conserved cysteine highlighted in bold, and the putative O-glycosylation (S27) site in bold italics. 


2.2 PxCTLS 氨基 酸 序列 同 源 性 分 析 和 进化 树 构 
建 

将 来 自 昆虫 5 个 不 同 目的 只 含有 一 个 CRD 的 
C 型 凝集 素 家 族 氨基 酸 序列 同系 物 , 利 用 MEGA 














6.0 的 NJ 法 构建 的 系统 发 育 关系 (图 2)。 同 源 性 
分 析 显 示 ,PxCTL5 的 同系 物 存在 于 蛾 类 、 蝶 类 、 蚊 
子 . 蝇 类 .甲虫 .天 牛 . 蜂 类 蚜虫. 叶 蝉 等 昆虫 中 [n] 
一 目的 昆虫 聚 为 一 支 。 小 菜 蛾 PxCTL5 5 EKE 
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Ostrinia furnacalis 中 的 lectin3 的 氨基 酸 序列 一 致 性 
最 高 ,达到 92% , 与 黑 脉 金 斑 蝶 Danaus plexippus 中 
的 CTLS 的 氨基 酸 序 列 一 致 性 为 90% ,与 家 和 看 中 
CTL5 的 氨基 酸 序列 一 致 性 为 89% ,与 其 他 目 昆虫 




















CTL5 的 氨基 酸 序列 一 致 性 均 在 7096 以 上 ,说 明 
PxCTLS 及 其 同系 物 的 氨基 酸 序列 在 昆虫 中 具有 高 
度 保 守 的 进化 特性 。 
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图 2 已 知 昆虫 含 单个 CRD 的 C 型 凝集 素 氨 基 酸 序列 的 系统 发 育 分 析 














Fig. 2 Phylogenetic analysis of C-type lectins containing a single CRD from known insects based on amino acid sequences 
用 MEGA 6.0 的 邻接 法 构建 进化 树 ,重复 运行 1 000 次 ,节点 上 的 数值 代表 自 举 检验 值 。 小 菜 蛾 C 型 凝集 素 PxCTLS 用 萎 形 标记 。The tree was 


constructed using MEGA 6.0 with Neighbor-Joining method ( NJ). One thousand replications were performed, and the bootstrap confidence values are 








shown at the inner nodes. The C-type lectin PxCTL5 of P. xylostella is marked with rhombus. 


2.3 PxCTLS 的 时 空 表达 分 析 

RT-qPCR 分 析 结果 表明 (图 3) ,小 菜 蛾 PxCTL5 
基因 在 小 荣 蛾 的 整个 发 育 历 期 都 有 表达 ,但 其 转录 
水 平 存 在 着 明显 差异 。 从 卵 期 到 2 龄 幼虫 期 都 有 相 
对 稳定 的 表达 ,3 龄 幼虫 期 的 表达 水 平 迅 速 下 降 到 
最 低 ,随后 又 稳定 地 上 升 ,在 预 旺 期 达到 卵 期 的 表达 
水 平 后 , 师 期 又 下 降 到 接近 最 低 表 达 水 平 ,在 成 虫 期 
急剧 上 升 到 最 高 表达 水 平 。PxC7TL5 在 成 虫 时 期 的 
表达 量 是 3 龄 幼虫 时 期 的 35 倍 ( 图 3: A)。 这 表 























明 , PxCTLS 是 小 菜 蛾 生长 发 育 中 的 必需 基因 ,与 小 
菜 蛾 变态 发 育 有 着 密切 的 联系 。 

小 荣 蛾 4 龄 第 1 天 幼虫 不 同 组 织 中 PxC7L5 的 
RT-qPCR 结果 表明 (图 3: B) , PxCTLS 在 所 有 组 织 
中 都 有 表达 ,表皮 为 主要 表达 部 位 ,在 血细胞 中 几乎 
不 表达 。 表 皮 中 的 相对 表达 量 是 马 氏 管 中 的 6 倍 ， 
是 血细胞 中 的 348 倍 ( 图 3: B)。 在 5 个 组 织 中 的 
表达 量 的 高 低 顺序 为 :表皮 > 马 氏 管 > 脂肪 体 > 中 
肠 > 血细胞 。 
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余 RR: 小 菜 蛾 C 型 凝集 素 基 因 PxCTLS 的 克隆 及 其 在 细菌 刺激 下 的 转录 水 平 变化 
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图 3  RT-qPCR 分 析 PxCTLS 在 小 菜 蛾 不 同 发 育 时 期 (A) 和 4 龄 第 1 天 幼虫 不 同 组 织 中 (B) 的 表达 模式 
Fig. 3 Expression level of PxCTLS in different developmental stages ( A) and tissues 
(B) of the day-1 4th instar larvae of Plutella xylostella by RT-qPCR 
E: BB Egg; Ll; 龄 幼虫 1st instar larva; L2; 2 龄 幼虫 2nd instar larva; L3; 3 龄 幼虫 3rd instar larva; PP; 预 肾 Prepupa; P; 4Ñ Pupa; A; WE 
Adult; Fb; 脂肪 体 Fat body; He: 血细胞 Hemocyte; Mg: 中 肠 Midgut; Ct: 表皮 Cuticle; Mt; 马 氏 管 Malpighian tubes. 图 中 数值 为 平均 值 上 标准 
误 (n =3), 柱 上 不 同 字母 表示 基因 表达 差异 显著 (P<0.05, 方 差分 析 中 的 LSD 和 Duncan 氏 检 验 ) Data in figure are mean € SE (n=3), and 
different letters above each bar indicate significant difference ( P «0.05, LSD and Duncan' s in ANOVA). 








2.4 细菌 对 PxCTLS 的 诱导 表达 模式 

小 菜 蛾 分 别 注射 苏 云 金 芽 人 抱 杆菌 和 大 上 肠 杆菌 
后 ,PxC7TL5 在 mRNA 水 平 的 表达 模式 如 图 4 所 示 。 
RT-qPCR 结果 显示 ,两 种 不 同 的 细菌 刺激 诱导 后 ， 
在 小 菜 蛾 4 龄 幼虫 不 同 组 织 中 的 表达 模式 存在 着 明 
显 的 差异 。 苏 云 金 芽孢 杆菌 刺激 小 菜 蛾 4 龄 幼虫 
后 ,PxC775 的 表达 在 血细胞 .中 肠 和 表皮 中 明显 上 
调 ( 图 4: A, C, D) ;大肠 杆菌 刺激 小 菜 蛾 4 龄 幼虫 
后 ,PxC775 的 表达 在 血细胞 .表皮 和 马 氏 管 中 明 显 
上 调 ( 图 5: A，C,，D)。 苏 云 金 芽孢 杆菌 刺激 诱导 
后 ,血细胞 中 PxC775 的 表达 呈现 先 上 升 下 降 , 再 急 
剧 上 升 下 降 的 动态 变化 趋势 ,在 36 h 达到 高 峰 ( 图 
4: A) ;而 大 肠 杆菌 刺激 诱导 后 ,PxC7Z5 的 表达 总 体 
呈现 先 上 升 再 下 降 动态 变化 趋势 ,在 30 h 到 最 高 相 
对 表达 水 平 ( 图 5: A)。 脂 肪 体 中 ,在 两 种 细菌 的 刺 
激 下 PxCTLS 均 没 有 明显 的 诱导 表达 , 苏 云 金 芽孢 
杆菌 的 刺激 下 ,PxCTLS 在 12 h 达到 表达 高 峰 , 而 对 
于 大 上 肠 杆菌 的 刺激 ,PxC7TL5 的 表达 水 平一 直 低 于 对 
照 组 ,只 有 在 48 h 才 稍 高 于 对 照 PBS$。 中 肠 中 , 苏 
云 金 芽孢 杆菌 的 诱导 作用 下 PxC775 的 表达 水 平 先 
上 升 再 下 降 , 在 24 h 达到 最 高 点 ;大 肠 杆菌 的 诱导 
作用 下 ,PxC775 的 表达 水 平 保持 比较 稳定 的 状态 ， 
大 多 都 低 于 对 照 组 的 水 平 ,只 有 在 最 高 点 42 h 时 才 
高 于 对 照 组 。 表 皮 中 , 苏 云 金 芽孢 杆菌 侵 染 后 
PxCTLS 的 表达 明显 上 调 ,12 h 开始 ,18 h 达到 最 高 





























点 ,30 h 后 一 直下 调 ; 大 肠 杆菌 侵 染 后 ,PxC775 的 表 
达 一 直上 调 ,6 h 开始 ,24 h 达到 顶点 。 马 氏 管 中 ， 
两 种 细菌 均 能 诱导 PxCTLS 的 表达 ,都 在 18 h 达到 
表达 高 峰 。 这 些 结果 表明 , 革 兰 氏 阳 性 菌 和 革 兰 氏 
阴性 菌 引起 小 荣 蛾 系统 性 免疫 的 主要 组 织 不 同 , 免 
疫 防 御 两 种 细菌 侵 染 的 作用 机 制 不 同 。 
2.5 小 菜 蛾 PxCTLS 的 原核 表达 

将 测序 正确 的 原核 表达 质粒 PCEX-4T-1- 
PxCTLS 转化 大 肠 杆 菌 宿 主 菌 DE3 ,37% F IPTG 
(0.5 mmol/L) 诱导 4 h, SDS-PAGE 电泳 检测 到 49 
kD 左右 有 一 条 表达 量 明显 增加 的 特异 性 条 带 ( 图 
6)。 大 量 诱导 pGEX-4T-1-PxCTL5 工程 菌 ,离心 后 
收集 菌 体 ,加 入 裂解 液 后 经 超声 破碎 ,离心 收集 上 
清 。 所 得 蛋白 粗 提 液 使 用 GST Fusion Protein Spin 
Purification Kit 纯化 融合 蛋白 ,SDS-PAGE 电泳 检测 
到 约 49 kD 条 带 处 有 与 预期 分 子 量 大 小 的 融合 蛋白 
(图 7: A)。 
2.6 多 克隆 抗体 的 制备 及 抗体 效 价 检 测 

将 纯化 的 融合 蛋白 PxCTILS 免疫 新 西 兰 大 白 
人 免 ,制备 了 抗 血清 anti-PxCTL5。 利 用 酶 联 免 疫 吸 附 
反应 (ELISA ) 的 方法 测定 了 多 克隆 抗体 的 效 价 。 对 
抗体 进行 倍 比 稀释 ,与 125 ng 融合 蛋白 孵育 后 显示 
1:256 000 稀释 的 抗体 也 能 呈现 出 效果 ( 表 2)。 而 
免疫 前 血清 在 1:1 000 或 1:4 000 与 抗原 孵育 与 空 
白 对 照 比 0D 值 没有 变化 。 利 用 Western blot 检 测 
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48 h 后 利用 RT-qPCR 检测 各 组 织 中 PxC715 的 转录 水 平 ,B-actin 作为 内 参 基 因 ; 图 柱 代 于 
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不 同 处 理 间 差异 显著 (已 <0.05) (Duncan 氏 复 极 差 检 验 ) ; The hemocyte (A), fat body (B), midgut (C), cuticle (D) and Malpighian tubules 


(E) of the 4th instar larvae were injected with bacteria (2. 0 x 107 CFU / 


individual), respectively. The mRNA level of PxCTL5 in various tissues at 


different time points (0, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 and 48 h, respectively) after bacterial induction was analyzed by RT-qPCR , and -actin was used 


as an internal control. Each bar represents the mean € $E (n 23). Differen 





the same induction time (P «0.05) (Duncan' s multiple range test). 图 


t letters above bars indicate significant difference among different treatments at 


5 同 The same for Fig. 5. 
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Fig. 5 RT-qPCR analysis of the expression levels of PxCTLS in different tissues 


of Plutella xylostella after challenge with Escherichia coli 
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图 6 小 菜 蛾 PxCTLS 在 大 肠 杆菌 BL21 中 表达 的 SDS-PAGE 分 析 
Fig. 6 SDS-PAGE analysis of PxCTLS of Plutella xylostella expressed in Escherichia coli BL21 
M: 蛋白 标准 分 子 量 Protein ladder; 1; 未 诱导 的 对 照 菌 株 Pellet of lysate of bacteria before IPTG induction; 2 -5: 分 别 为 用 IPTG(0. 5 mmol/L) i 
导 培 养 1, 2, 3 和 4 bh 的 菌 体 Pellet of lyaste of bacteria after IPTG (0.5 mmol/L) induction for 1, 2, 3 and 4 h, respectively. 箭头 表示 诱导 出 的 融 


AEH The arrow indicates induced fusion protein. 
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图 7 小 菜 蛾 纯化 蛋白 PxCTLS 的 SDS-PAGE( A) 8I Western blot( B) 分析 
Fig. 7 SDS-PAGE (A) and Western blot (B) analysis of the purified protein PxCTLS of Plutella xylostella 
M1, M2: 蛋白 标准 分 子 量 Protein ladder; 1 -3: 分 别 为 纯化 后 浓度 为 75, 100 和 125 ng 的 融合 蛋白 的 SDS-PAGE (SDS-PAGE analysis of the 
purified fusion protein at the concentrations of 75, 100 and 125 ng, respectively; 4 -7: 用 15% SDS-PAGE 电泳 分 析 浓 度 分 别 为 0, 5 和 10 和 20 ng 
的 纯化 融合 蛋白 PxCTLS ,用 多 克隆 抗体 anti-PxCTLS 进行 Western blot 检测 ,一 抗 和 二 抗 分 别 进行 1:1 000 和 1:2 000 稀释 Purified fusion protein 
PxCTLS at the concentrations of 0, 5, 10 and 20 ng was separated on a 15% SDS-PAGE gel, and subjected to Western blot analysis with an anti-PxCTL5 





antibody, of which the primary antibody and secondary antibody were diluted to 1: 1 000 and 1:2 000, respectively. 


表 2 多 克隆 抗体 anti-PxCTLS 效 价 的 ELISA 检测 
Table 2 ELISA analysis of titer of polyclonal antibody anti-PxCTLS 


阴性 对 照 ( 兔 原 血 清 ) 














IM EUNTES 

空白 对 照 Negative control " 性 测试 样品 
Blank (rabbit serum) Positive test sample 
control 





1:1000 1:4000 1:1000 1:4000  1:8000 1:16000 1:32000 1:64000 1:128 000 1:256 000 1:512 000 





0.0389 0.0543 0.0586 1.2210 0. 7795 0.4313 0.3836 0. 2038 0.1508 0.0812 0. 0676 0.0452 


纯化 后 的 多 克隆 抗体 anti-PxCTLS 对 重组 蛋白 的 特 。” ” 菌 刺激 的 免疫 应 管 规律 ,分 别 收集 苏 云 金 芽 孢 杆 菌 
异性 (图 7: B) ,小 菜 蛾 多 克隆 抗体 anti-PxCTL5 能 ” 和 大 肠 杆菌 刺激 12 h 后 的 小 菜 蛾 血 淋 巴 ,用 
识别 5 ng 重组 蛋白 PxCTL5 ,说 明 多 克隆 抗体 特异 Western blot 进 行 定量 检测 ,结果 如 图 8(A) Bron, 





性 强 。 Western blot 结果 与 RT-qPCR 检测 结果 基本 一 致 。 
2.7 小 菜 蛾 PxCTLS 在 血 淋 巴 中 的 检测 PxCTL5 和 蛋白 在 未 经 诱导 的 血 淋 巴 中 几乎 检测 不 到 ， 


为 了 进一步 验证 小 菜 蛾 通过 PxCTLS 蛋白 对 细 ”在 两 种 细菌 诱导 后 的 血 淋 巴 中 可 以 检测 到 PxCTL5 
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图 8 METIER 4 龄 幼虫 血 淋 巴 中 PXCTLS 的 Western blot 检测 
Fig. 8 Western blot analysis of PxCTLS in the hemolymph of the 4th instar larvae of Plutella xylostella after bacterial induction 
M: 蛋白 标准 分 子 量 Protein ladder; PBS; 磷酸 盐 缓冲 液 Phosphate buffer. A; 小 菜 蛾 4 龄 幼虫 分 别 注射 大 肠 杆 菌 X zx 2E OLET PII PBS,12 h 
后 , 取 其 血 淋 巴 ,以 健康 的 小 菜 蛾 4 龄 幼虫 的 血 淋 巴 作为 对 照 (CK) The 4th instar larvae of P. xylostella were injected with PBS, B. thuringiensis 
and E. coli, respectively, the hemolymph was collected at 12 h after injection with pathogen, and the hemolymph of the naive 4th instar larvae was used 
as the control (CK); B: 用 两 种 细菌 刺激 小 菜 蛾 4 龄 幼虫 ,分 别 在 其 0, 6, 12, 24, 36 和 48 h 取 其 血 淋 巴 Western blot 检测 血 淋 巴 中 PXCTLS. 的 
表达 量 Western blot analysis of the expression levels of PXCTLS protein in the hemolymph of the 4th instar larvae of P. xylostella at 0, 6, 12, 24, 36 and 























48 h after challenge with different bacteria. 


蛋白 表达 显著 提高 。 为 进一步 明确 PXCTLS 和 集 白 在 








两 种 细菌 诱导 下 的 表达 模式 ,收集 了 两 种 细菌 刺激 
后 小 菜 蛾 不 同时 间 (0, 6, 12, 24, 36 和 48 h) 的 血 
淋巴 , Western blot 进行 检测 (图 8: B)。 结 果 表 明 ， 
在 血 淋 巴 中 检测 的 PxCTL5 蛋白 的 表达 量 不 一 致 ， 
呈现 一 个 动态 变化 过 程 。 苏 云 金 芽孢 杆菌 诱导 后 
24 h 和 48 h PxCTLS 含量 在 血 淋 巴 中 出 现 明 显 的 增 
加 ;大 上 肠 杆菌 诱导 后 24 h 和 36 h PxCTLS 含量 血 淋 
巴 中 出 现 明显 的 增加 。 这 些 说 明 PxCTLS 蛋白 是 诱 
导 型 表达 ,并 在 血 淋 巴 中 起 着 免疫 革 兰 氏 阳 性 菌 和 
革 兰 氏 阴 性 菌 的 重要 功能 。 
2.8 人 小菜 蛾 重组 蛋白 PxCTLS 对 不 同 细 菌 的 凝集 
检测 

为 验证 PxCTLS 蛋白 对 不 同 细菌 的 凝集 作用 ， 
将 重组 蛋白 PxCTLS 与 两 种 病原 微生物 ( 革 兰 氏 阳 
性 菌 苏 云 金 芽 苞 杆 菌 和 革 兰 氏 阴 性 菌 大 肠 杆菌 ) 进 
行 室温 温 育 2 h ,显微镜 下 观察 结果 ,结果 如 图 9 所 
ZR ,重组 蛋白 PxCTL5 对 革 兰 氏 阴 性 菌 和 革 兰 氏 阳 
性 菌 都 具有 凝集 作用 。PxCTL5 对 革 兰 氏 阳 性 菌 苏 
云 金 芽孢 杆菌 的 凝集 作用 最 为 明显 ,在 没有 Ca^ ' 存 
在 的 TBS 缓冲 液 稀 释 的 菌 液 中 没有 观察 到 细菌 的 
凝集 ,在 对 照 BSA 中 ,虽然 有 Ca^* 的 存在 ,但 是 仍然 
没有 观察 到 细菌 的 凝集 现象 ,说 明 只 有 在 Ca^ 的 存 
在 下 ,PxCTL5 对 细菌 才 有 凝集 作用 ,PxCTLS 是 钙 依 
赖 型 糖 结合 蛋白 。 


3 讨论 


凝集 素 (lectin) 是 一 类 粳 结 合 蛋白 ,其 结构 特征 

















是 含有 一 个 或 几 个 糖 类 识别 结构 域 (carbohydrates 
recognition domain, CRD) ( Wang et al., 2014) , C 
型 凝集 素 是 指 一 个 识别 碳水 化 合 物 配 体 ,并 依赖 于 
钙 离 子 ( Ca“ ) 参 与 的 糖 原 结 合 蛋 白 家 族 ,含有 一 个 
或 多 个 一 级 结构 和 二 级 结构 同 源 的 碳水 化 合 物 识别 
结构 域 ,C 型 凝集 素 样 识别 域 ( C-type lectin domain， 
CTLD) ( Drickamer, 1992) 。Yu 和 Kanost(2001 ) 根 
据 CTLDPs ( C-type lectin domain proteins ) 功能 域 的 
体系 结构 特点 ,将 CTLDPs 分 为 3 类 :只 含有 单个 
CRD 的 CTL-S 型 .含有 两 个 不 同 CRD 的 C 型 凝集 
素 (immulectin) 型 和 至 少 含有 一 个 CRD 并 同时 含有 
其 他 功能 域 的 CTL-X 型 。 每 个 结构 域 包含 4 个 钙 
离子 结合 位 点 ,CTLD 结构 域 上 存在 不 同 的 糖 识别 
基 序 以 识别 不 同 的 糖 基 ,如 EPN( Glu-Pro-Asn ) 基 团 
可 特异 性 地 识别 N- 乙 酰 半 乳 糖 胶 ,QPD ( Gln-Pro- 
Asp) 基 团 对 B- 半 乳糖 有 较 高 的 识别 作用 ,但 无 脊椎 
动物 中 的 糖 识别 基 序 较 复 杂 且 多 样 化 ,其 中 EPN 
(Glu-Pro-Asn) 往往 由 EPD ( Glu-Pro-Asp ) , EPK 
( Glu-Pro-Lys) , EPS ( Glu-Pro-Ser) 和 EPQ ( Glu-Pro- 
Gln) 取代 , QPD 由 QPG ( Gln-Pro-Gly ) , QPS ( Gln- 
Pro-Ser) ,QPN ( Gln-Pro-Asn) , QPT ( Gln-Pro-Thr ) 和 
YPTCTyr-Pro-Thr) 取 代 ( 段 利 朋 等 , 2015 ) 。 本 研究 
基于 小 菜 蛾 基因 组 和 转录 组 Unigene 序列 ,利用 RT- 
PCR 结合 RACE 技术 获得 了 PxCTLS 基因 的 全 长 
cDNA 序列 。 根 据 氨基 酸 序列 分 析 , 小 菜 蛾 PXCTLS 
含有 19 个 氨基 酸 的 信号 肽 ,不 能 跨 膜 ,为 分 泌 型 重 
白 ,并 且 同 时 具有 识别 半 乳 糖 基 序 QPD 位 点 。 序 列 
分 析 PxCTLS 氨基 酸 序列 中 只 含有 一 个 CRD ,从 进 
化 角度 分 析 ,可 能 是 由 于 小 菜 蛾 进化 地 位 较 低 等 所 
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图 9 小菜 蛾 重组 蛋白 PxCTL5 对 不 同 细菌 的 凝集 检测 
Fig. 9 Agglutination analysis of various bacteria by recombinant protein PxCTLS of Plutella xylostella 
革 兰 氏 阳 性 菌 苏 云 金 芽 抱 杆菌 或 革 兰 氏 阴 性 菌 大 肠 杆 菌 分 别 与 TBS + PxCTL5 (400 pg/mL) 和 TBS-Ca^* (CaCls, 1 mmol/L) + PxCTLS/BSA 
(400 pg/mL, XFER 2 h, 细菌 的 凝集 在 40 倍 显 微 镜 下 观察 。Gram-positive B. thuringiensis and Gram-negative E. coli cells were incubated in 
TBS + PxCTL5 (400 pg/mL) and TBS-Ca?* (CaCl, ,1 mmol/L) + PxCTLS/BSA (400 pg/mL, control) for 2 h, respectively. Bacterial agglutination 
was examined using a Nikon Eclipse microscope (40 x). +: 添加 Added; - : 未 添加 Not added. 











致 ,而 较为 高 等 物种 往往 有 多 个 CRD。 系 统 进化 分 
析 显 示 ,小 菜 蛾 PXCTLS. 与 玉米 蜡 和 黑 脉 金 斑 蝶 氮 
基 酸 序列 一 致 性 为 90% 以 上 ,与 家 盔 CTL5 的 氨基 
酸 序列 一 致 性 为 89% ,与 其 他 目 昆 虫 的 氮 基 酸 序列 
一 致 性 均 在 7096 以 上 , BIRKIR PxCTLS 及 其 同 
系 物 的 氮 基 酸 序列 在 昆虫 中 具有 高 度 保守 的 进化 特 
性 。 

对 入 侵 病 原 微 生物 的 免疫 识别 是 无 硝 椎 动物 先 
天 免疫 中 最 关键 的 第 一 步 ,C- 型 凝集 素 能 快速 识别 
并 结合 到 入 侵 病 原 体 表面 ( Wang et al., 2007), C- 
型 凝集 素 通 过 CRD 来 识别 肽 聚 糖 等 分 子 ,进一步 通 
过 结合 细菌 表面 的 病原 相关 分 子 模式 (PAMPs ) 来 
识别 病原 微生物 (Luo et al., 2006; Liu et al., 
2007). 。 如 不 同 的 C- 型 凝集 素 , 其 结合 细菌 以 及 多 
糖 的 能 力 并 不 一 致 ,有 些 C- 型 凝集 素 同时 对 脂 多 糖 
(lipopolysaccharide, LPS) 和 肽 聚 糖 (peptidoglycan , 
PCN) 有 亲 和 活 性 (Wei et al., 2012) ,有 些 C- 型 凝集 
ZR DUXI IK SEE PGN 有 亲 和 活 性 (Wang et al., 
2009) , 而 有 些 凝集 素 对 脂 多 糖 LPS 的 结合 能 力 较 


弱 。 本 研究 利用 革 兰 氏 阳 性 菌 苏 云 金 芽孢 杆 菌 和 革 
兰 氏 阴性 菌 大 肠 杆菌 侵 染 小 菜 蛾 后 , XID SK IR 
PxCTLS 基因 表达 量 进行 RT-qPCR 检测 (图 4). 
mRNA KF EIKI PxC775 基因 在 所 有 组 织 
中 有 表达 ,有 的 组 织 在 被 革 兰 氏 阳 性 菌 苏 云 金 芽孢 
杆菌 和 革 兰 氏 阴 性 菌 大 肠 杆 菌 刺激 诱导 后 的 表达 量 
显著 升 高 。 在 革 兰 氏 阳 性 菌 苏 云 金 芽孢 杆菌 诱导 作 
用 下 ,小 菜 蛾 PxC7L5 基因 在 血细胞 中 42 h 达到 表 
达 高 峰 , 在 中 肠 中 24 h 达到 表达 高 峰 , 在 表皮 中 18 
h 达到 表达 高 峰 , 马 氏 管 和 脂肪 体 没有 明显 诱导 表 
达 现 象 ; 而 在 革 兰 氏 阴 性 菌 大 肠 杆菌 的 刺激 下 ,小菜 
IR PxC775 基因 在 血细胞 30 h 达到 表达 高 峰 , 在 马 
氏 管 18 h 达到 表达 高 峰 , 在 表皮 中 24 h 达到 表达 高 
峰 , 脂 肪 体 和 中 肠 没 有 明显 诱导 表达 现象 。 为 了 进 
一 步 从 蛋白 水 平 检测 PxCTLS 和 曙 白 对 两 种 微生物 的 
识别 能 力 ,利用 Western blot( 图 7) 检 测 显 示 , 革 兰 
氏 阳 性 菌 办 云 金 芽孢 杆菌 和 革 兰 氏 阴 性 菌 大 肠 杆 戎 
侵 染 小 荣 蛾 后 ,凝集 素 PxCTL5 在 蛋白 水 平 上 具有 
明显 的 上 调 表 达 。Western blot 结果 与 RT-qPCR 结 
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果 一 致 ,因此 推断 PxCTL5 蛋白 也 有 比较 广泛 的 微 
生物 结合 谱 。 这些 结 果 与 白 腹 从 蚊 Armigeres 
subalbatus 中 报道 一 致 。 白 腹 丛 蚊 的 C- 型 凝集 素 
CTL-S 型 凝集 素 可 以 与 不 同 微生物 的 细胞 壁 成 分 结 
合 , 包 括 LPS, LTA fll PGN(Shi et al., 2014)。 

C- 型 凝集 素 是 一 类 具有 凝集 活性 和 和 钉 离 子 依赖 
性 的 蛋白 超 家 族 。 鳞 翅 目 昆虫 中 烟草 天 蛾 
immulectins 和 C-type lectins 都 能 引起 细菌 的 凝集 作 
用 (Yu and Kanost, 2001; Liu et al., 2007)。 棉 铃 虫 
重组 蛋白 rHaCTL7 和 HaCTL7 中 的 rCRD2 对 革 兰 
氏 阳 性 菌 和 革 兰 氏 阴 性 菌 都 有 凝集 作用 ( Wang et 
al., 2014) 。 亚 洲 玉 米 蜡 中 纯化 的 凝集 素 CTL6 重组 
蛋白 对 大 上 肠 杆菌 具有 一 定 的 凝集 作用 ( 沈 东 旭 等 ， 
2015 ) 。 本 研究 利用 原核 表达 并 纯化 的 融合 蛋白 
PxCTLS X235 25 EC BE PE PLZ zs dz 2 T A AE 25 IX 
明 性 菌 大 肠 杆 菌 进行 体外 凝集 反应 。 显 微 镜 下 观察 
表明 只 有 在 Ca* 和 PxCTIS 同时 存在 的 情况 下 , 细 
菌 才 呈 现 出 凝集 的 现象 ,说 明 小 菜 蛾 中 的 C 型 凝集 
素 PxCTL5 也 是 钙 离 子 依赖 型 糖 结合 蛋白 。 重 组 蛋 
H PxCTLS 对 革 兰 氏 阳 性 菌 苏 云 金 芽孢 杆菌 和 革 兰 
氏 阴 性 菌 大 肠 杆菌 都 有 凝集 效果 。 表 明 小 菜 蛾 的 
PxCTLS 蛋白 对 苏 云 金 芽孢 杆菌 苏 云 金 芽 孢 杆 菌 有 
一 定 的 清除 能 力 , 这 跟 小 菜 蛾 长 期 选择 苏 云 金 芽 孢 
杆菌 压力 有 关 , 预示 着 PxCTL5 蛋白 在 小 菜 蛾 对 苏 
云 金 芽孢 杆菌 产生 免疫 抗 性 中 起 着 重要 作用 。 

综 上 所 述 , 本 研究 首次 克隆 了 小 沫 蛾 的 C 型 凝 
集 素 基因 PxCTLS, RT-qPCR 和 Western blot 分 析 了 
小 菜 蛾 PxC775 基因 的 时 空 表达 模式 和 微生物 诱导 
表达 模式 。 原 核 表 达 并 制备 了 重组 蛋白 PxCTLS ,在 
有 Ca ' 存 在 下 ,PxCTL5 对 苏 云 金 芽孢 杆菌 有 较 强 
的 凝集 作用 ,研究 结果 为 进一步 探讨 PXCTLS 蛋白 
在 小 菜 蛾 天 然 免疫 过 程 中 的 功能 奠定 了 基础 。 
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